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(54) Chimares Poxvirus, das ein retrovirales Vektorgenom enthalt 



(57) Beschrieben wird ein chimares Poxvirus, das 
die Sequenzen der Vektorkomponente eines retrovira- 
ten Vektorpartikels und gegebenenfalls die Verpak- 
kungskomponente eines defekten retroviralen Partikels 
enthalt. Das erfindungsgemaBe chimare Poxvirus kann 
insbesondere fur den Einsatz in der Gentherapie oder 
Tumortherapie verwendet werden. 
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Beschrelbung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein chimares Poxvirus 
enthaltend die Vektorkomponenten eines retroviralen 
(Detekt)-Genoms. Desweiteren betrifft die Erfindung ein 
chimares Poxvirus enthaltend die Vektor- und Verpak- 
kungskomponenten zur Produktion von retroviralen De- 
fektviren sowie die Verwendung des erfindungsgema- 
Gen chimaren Poxvirus fur die Gen- Oder Tumorthera- 
pie. 

[0002] Ein zentrates Ziel in der Gentherapie ist die 
stabile genetische Modifikation von Zielzellen, wobeifur 
gentherapeutische Anwendungen bislang vor allem vi- 
rale Vektoren auf Basis von replikationsdefizienten Ade- 
hoviren und Retroviren konstruiert wurden. 
[0003] Der in Wvo-Gentransfer ist mit adenoviralen 
Vektoren sehr effizient, da insbesondere durch adeno- 
virale Vektoren eine groGe Zahl verschiedener Zellen 
transduziert werden konnen. Bei Adenovirus-lnfektion 
wird die DNA allerdings nicht in das Wirtsgenom inte- 
griert, sondern liegt episomal vor. Zudem kann eine zel- 
lulare Immunreaktion ausgelost werden, die die Fremd- 
gen expression begrenzt (Li et a!., 1 993 Hum Gene Ther. 
4: 403-409). Eine Verminderung dieser Reaktion ist 
durch Vektoren mdglich, die die Adenovirus E3-Region 
nicht deletiert haben (I Ian et al., 1 997. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 94: 2587-2592). Diese Modifikationen erlau- 
ben eine transients uber Monate anhaltende Expressi- 
on des therapeutischen Gens. Eine permanente Wir- 
kung kann mit Adenovirusvektoren jedoch nicht erreicht 
werden, da wie oben erwahnt diese Vektoren nicht stabil 
ins Genom der Wirtszelle integrieren. 
[0004] Im Gegensatz dazu sind retrovirale Vektoren 
in der Lage, Fremdgene stabil in das Genom von Wirts- 
zellen zu integrieren. Retroviren gehoren zu den weni- 
gen derzeit bekannten Viren, die Mechanismen zur In- 
tegration von Fremd-DNA in das Wirtszellgenom besit- 
zen, und diese daher dauerhaft transformieren konnen. 
Aufgrund dieser Eigenschaft werden sie haufig bei Gen- 
therapie- Ansatzen verwendet. Bei bisher angewandten 
Techniken werden dazu Fremdgene in die provirale 
DNA von Retroviren kloniert, wobei jedoch replikations- 
defiziente Retroviren eingesetzt werden, die minde- 
stens eines der fur die Verpackungsf unktion kodieren- 
den retroviralen Gene (gag-pol oder env) inaktiviert oder 
deletiert haben. Diese Konstrukte enthatten das Verpak- 
kungssignal Psi und die flankierenden Long Terminal 
Repeat-(LTR)-Sequenzen des Provirus. Diese Tran- 
skriptionseinheiten werden mit Plasm idvektoren durch 
herkommliche Transf ektionstechniken in die Zellen ge- 
bracht und im Zellkem ublicherweise unter der Kontrolle 
des LTR-Prombtors in RNA transkribiert. Solche RNA 
wird aufgrund des Verpakkungssignals Psi als genomi- 
sche virale RNA akzeptiert und in retrovirale Partikel 
verpackt. 

[0005] Zur Bildung von infektiosen retroviralen Parti- 
keln mussen, im einfachsten Fall, die Genprodukte gag- 
pol und env vorhanden sein. Diese Gene konnen auch 



ohne das Verpackungssignal uber Plasmid-Transfekti- 
on in die Zellen eingeschleust oder uber ein Helfervirus 
zur Verfugung gestellt werden. Auch konnen zur Her- 
stellung von retroviralen Partikeln Zellinien, die die vira- 
s ten Gene fur die Verpackungskomponenten gag, pol 
und/oder env stabil integriert haben und exprimieren, 
transduziert werden. Solche Zellinien werden als "pak- 
kaging'-Linien bezeichnet und sind beispielweise in der 
WO 97/35996 beschrieben. 

[0006] Es wurden auch Plasmidkonstrukte beschrie- 
ben, sogenannte "Plasmoviren - , die alle notwendigen 
Komponenten fur die Bildung von nicht-replizierenden 
retroviralen Partikeln kodieren (Noguiez-Hellin et al. 
1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 4175-4180). 
*5 [0007] Die Verwendung von replikations-deftzienten 
Retroviren yerhindert jedoch nicht vollkommen das Ri- 
siko, daB die retrovirale DNA mit den Hetfergenen re- 
kombiniert, wodurch es zur Produktion von replikations- 
kompetenten Viren kommen kann, die eventuell ein tu- 
20 morigenes Potential besitzen. 

[0008] Obwohl die Transformation von Zellen mit re- 
troviralen Vektoren in vitro sehr effizient ist, stoSt man 
bei gentherapeutischeh Anwendungen derzeit auf 
Schwierigkeiten. So konnen Transf ektionstechniken, 
25 wie sie bei der Herstellung von retroviralen Vektoren 
uber Plasmidkonstrukte notwendig sind, nur in' vitro 
durchgefuhrt werden. Direkte Verabreichung der Plas- 
midkonstrukte zur Produktion der defekten retroviralen 
Parti kel im Korper ist extrem un effizient. Ebenso lassen 
30 sich retrovirale Partikel in vitro nur zu vergleichsweise 
niedrigen Trtern produzieren. Ein Aufkonzentrieren der 
Partikel ist durch ihre Instability auch nur begrenzt mog- 
lich. Die niedrigen Trter und die Instability von retrovi- 
ralen Partikeln verhindern daher oftmals die effiziente 
35 Transformation in vivo. Methoden, wie die direkte Injek- 
tion der Partikel in das Zielorgan, oder nach Gewebs- 
entnahme, die ex wo-Transformation und Implantation 
transformierter Zellen, werden derzeit vers ucht Auch ist 
die zielgerichtete Transduktion von bestimmten Zielor- 
40 ganen, das sogenannte "targeting" bei retroviralen Vek- 
toren sehr schwierig. Es wurde versucht, durch hetero- 
loge Hullproteine den Tropismus der Partikel zu veran- 
derh (pseudotyping). 

[0009] Die verbreiteten retroviralen Vektoren auf Ba- 
45 sis von einfachen Retroviren, wie z.B. Moloney Murine 
Leukemia Virus (MLV), konnen nur Zellen in der Tei- 
iungsphase transduzieren. Das Zellwachstum in vielen 
ausgewachsenen Organen ist jedoch sehr gering. In 
Versuchen zur hepatischen Gentherapie versuchte man 
so daher, unter anderem durch eine teilweise Entfernung 
der Leber wachsendes und damit transformierbares 
Gewebe zu erhalten. Es wurden ebenfalls retrovirale 
Vektoren auf Basis von komplexen retroviralen Viren, 
wie z.B. HIV (lentivirale Vektoren), konstruiert, da diese 
55 auch nicht-teilende Zellen transformieren konnen (Rei- 
ser et al, 1996. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 
15266-15271). 

[0010] Urn bei der Gentherapie die defekten Gene zu 
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korrigieren, ist insbesondere eine effrziente Einschleu- 
sung der entsprechenden Gene sowie eine Langzeit- 
Expression der Gene notwendig. Neue Ansatze zur 
Hefstellung von Vekloren fur die stabile in wvo-Trans- 
duktion nutzen daher das Prinzip, Viren als Trager re- 
troviraler Defektpartikel zu verwenden. Dabei wird ins- 
besondere das groGe insertionspotential bei DNA-Vi- 
ren, wie Herpesvirus und Adenovirus, ausgenutzt. Der 
am weitesten fortgeschrittene Ansatz chimarer Virussy- 
steme ist die Erzeugung defekter retroviraler Partikel 
durch Ko-lnfektion von zwei rekombinanten Adenovi- 
ren, die fur den retroviralen Vektor bzw. fur die Verpak- 
kungsfunktion kodieren, wobei Ober das Adenovektor- 
system der retrovirale Vektor und die Verpackungspro- 
teine in die Zellen eingeschleust werden, wodurch diese 
Zeilen zu transienten retroviralen Produktionszellen 
werden und die dabei gebildeten retroviralen Vektorpar- 
tikel die Nachbarzellen infizieren konnen (Feng et al. ( 
1997. Nat. Biotech. 15:866-870, Bilbao e\ al., 1997. 
FASEBJ. 11:624-634). 

[0011] Dieses System hat allerdings mehrere ent- 
scheidende Nachteile: Die Aufnahmekapazitat von 
Fremdgenen von Adenovirus-Vektdren ist auf wenige 
Kilobasen begrenzt, sodaft es schwierig ist, alle Funk- 
tionen zur Herstellung eines defekten Retrovirus (Ver- 
pakkungskomponenten und retrovirale Vektorkompo- 
nenten) in einem Adenovirus zu vereinigen. Ein solches 
Konstrukt ist jedoch die Voraussetzung fur eine effizien- 
te in iwoGentherapie. Zudem werden sowohl Adeno- 
virus als auch retrovirale Gene und Genome im Zellkern 
der Wirtszetle transkribiert bzw. repliziert. Diese topo- 
graphische Nahe macht Rekombination zu Wildtyp-Re- 
troviren wahrscheinlich. Prinzipiell erlaubt dieses Sy- 
stem auch keine Deletion wichtiger retroviraler Tran- 
skriptions-Kontrollregionen, da diese fur die Transkrip- 
tion im Zellkern notig sind. Somit kann das Adenovirus/ 
Retrovirus-System sicherheitstechnisch nicht im ge- 
wOnschten MaBe, attenuiert werden. Dasselbe gilt fur 
das Herpes Simplex- Amplikonsystem; dieses wurde 
bisher nurfOr die Expression retroviraler Strukturprotei- 
ne beschrieben, wobei Zellen, enthaltend ein lacZ-Pro- 
virus mit einem HSV-Amplikon-Vektor, enthaltencTdie 
Verpackungskomponenten, infiziert und so retrovirale 
lacZ-Partikel erhalten wurden (Savard et a!., 1997. J. 
Virol. 71:4111-4117). 

[001 2] Ein Nachteil sowohl bei adenoviralen als auch 
retroviralen Vektoren ist insbesondere, daB Introns zur 
Verbesserung der Fremdgenexpression oder zur Stabi- 
lisierung von Vektor-RNAs in der transduzierten Zelle 
nicht angewandt werden konnen, da diese Introns be- 
reits bei der Vektorproduktion durch zellkern-spezifi- 
sche Splice-Mechanismen entf ernt werden. 
[001 3] Fur einen viralen Virusvektor als chimaren Re- 
trovirus-Carrier rriussen auch Splicing-und Polyadeny- 
lierungs-Signale am richtigen Ort im retroviralen Defekt- 
virusgenom sitzen, urn nicht wahrend der Transkription 
der zu transduzierenden retroviralen Genome zu Fehl- 
splicing bzw. vorzeitigen Kettenabbruch zu fuhren. Wird 



beispielsweise das nukleare Potyadenylierungssignal 
vor den zweiten, stromabwarts gelegenen retroviralen 
LTR-Promotor gesetzt, sofuhrt dies im Zellkern zu Ket- 
tenabbruch der Transkripte und zu einem nicht weiter 

s zur Transduktion fahigen retroviralen Defektgenom. Die 
im Zellkern replizierenden und transkribierenden Ade- 
no- oder Herpesviren wurden im Falle der atopischen 
Prasenz diese r Signale kein transduzierendes Defek- 
tretrovirus bilden und konnen auf diese Weise nicht si- 

io cherer gemacht werden. Die Insertion retroviraler LTRs 
in Herpesvirus kanh zudem aus nicht-oncogenen Her- 
pesviren oncogene Subspecies hervorbringen (Isfort et 
al., 1992, Proc. Natl. Acad. ScL, USA 89:991 -995). Dies 
ist insbesondere deshalb moglich, weil der Lebenszy- 

is klus der Herpesviren im Zellkern ablauft. 

[001 4] Auch Alphaviren wurden als Vektoren zur Pro- 
duktion von Retroviren verwendet. Koinfekte mehrerer 
Semliki Forest-Vektoren, die Ober in vitro synthetisierte 
RNAs erhalten wurden, resultierten in infektiosen retro- 

20 viralen Vektor-Partikeln (Li et al., 1993. Hum. Gene 
Ther, 4:403-409). Der naturliche Tropismus von Trager- 
Vlren konnte dabei fur den Gentransfer in die jeweiligen 
bevorzugten Zelltypen und Gewebe genutzt werden. 
[0015] Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, 

25 ein Vektorsystem zur Verfugung zu stellen, das die oben 
beschriebenen Nachteile nicht aufweist, und eine effizi- 
ente Bildung von retroviralen Partikeln erlaubt. 
[0016] Die Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das 
Zurverfugungstellen eines chimaren Poxvirus, das die 

30 Sequenzen der Vektorkomponente eines retroviralen 
Parti kets enthalt, gelost. 

[0017] Unter "Vektorkomponente" wird im vorliegen- 
den Zusammenhang ein defektes retrovirales Vektorge- 
nom, das alle fur die Expression des retroviralen Ge- 

35 noms notwendigen Sequenzen, einschlieBlich des Ver- 
packungssignals psi, sowie die f Or ein Fremdprotein ko- 
dierenden Sequenzen, enthalt, verstanden. Die Se- 
quenz f Or die Vektorkomponente umfa8t im erfindungs- 
gemaften chimaren Poxvirus insbesondere ein modifi- 

40 ziertes retrovirales Genom, bei dem ein Fremdgen, ins- 
besondere eine (oder mehrere) fur ein Fremdprotein 
kodierende Sequenz(en), Antisense-DNA, ein (oder 
mehrere) Ribozym(e), unter der transkriptionellen Kon- 
trolle eines Zellkernaktiven Promotors, insbesondere ei- 

45 nes p-Actin-, CMV- oder SV40-early-Promotors, steht. 
[001 8] Das Fremdprotein kann jedes beliebige Prote- 
in sein, wobei jedoch ein Protein fur die Substitutions- 
therapie oder Tumortherapie besonders bevorzugt ist 
Fur die Substitutionstherapie geeignete Proteine kon- 

50 nen dabei Plasmaproteine.^wie beispielsweise Faktor 1 1 , 
Faktor V, Faktor VII, Faktor VIII, Faktor IX, Faktor X, 
Faktor XI, Faktor XIII, Protein C t Protein S, von Wille- 
brand-Faktor oder Erythropoetin sein. FOr die Tumor- 
therapie geeignete Proteine sind Tumorsuppressorpro- 

5 $ tetne wie p53 oder p73, oder "suizide Gene - wie HSV 
TK, Immunstimulatoren wie etwa B7. 
[0019] Der Poxvirus-, insbesondere der Vaccinia- Vi- 
rus-Transkriptionsapparat erkennt weder den LTR-Pro- 
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motor der retroviralen Provirus-DNAals Promoter, noch 
werden die proviralen RNA-Prozessierungssigna!e er- 
kannt. Daher werden gemaB einem besonderen Aspekt 
der vorliegenden Erfindung die Sequenzen der Vektor- 
komponente unter die transkriptionelle Kontrolle eines 
Poxvirus-spezifischen Promotors gestellt. 
[0020] Besonders bevorzugte Promotoren sind dabei 
Poxvirus-Promotoren, die die Expression der fruhen 
Gene steuern. Beim erfindungsgernaB chimaren Vacci^ 
nia-Virus (RetroVac-Vektor) sind dies insbesondere die 
fruhen Promotoren, die sowohl riaturliche als auch syn- 
thetische Promotoren umfassen, wie sie beispielsweise 
von Davison et al. (1989, J. Mol. Bio. 210:749-769) und 
Pfleiderer et al. (1995, Protein Expr. Purif. 6:559-569) 
beschrieben sind. 

[0021] Urn solche Konstrukte herzustellen, kann bei- 
spielsweise der U3-Bereich vom S'-Ende der proviralen 
DNA deletiert werden und durch einen Poxvirus-spezi- 
fischen Promotor ersetzt werden. Eberiso kann der 
U5-Bereich vom 3',-Ende der proviralen DNA deletiert 
werden und ein I I u I NT-Signal am Ende der "R" -Re- 
gion hinzugefugt werden. Die repetierten Bereiche "R" 
an den Enden der Transkripte sind fOr die reverse Tran- 
skription und damit f Or die Funktionalitat der Vektorpar- 
tikel essentiell. Initiation stromaufwarts des normalen 
Transkriptionsstarts f Ohrt zur Syhthese eines Transkrip- 
tes mit einem nicht-repetierten 5*-Ende, und damit er- 
wartungsgemaB zu reduzierten Vektor-Titern. Die Iriitia- 
tionsstelle des im Prototyp-Konstrukt jeweils eingesetz- 
ten Poxvirus-Promotors sollte daher im Hinblick auf ein 
korrektes 5'-Ende der RNA in jedem Fall optimiert wer- 
den. Die Optimierung solcher Konstrukte liegt im allge- 
meinen Fachwissen und kann ohne groBen Aufwand 
durchgefuhrt werden. 

[0022] Mit dem erfindungsgemaBen chimaren Poxvi- 
rus lassen sich in einfacher Weise durch Infektion von 
geeigneten Packaging-Zellinien, wie sie beispielsweise 
in der WO 97/35996 beschrieben sind und die die die 
Verpackungskomponenten exprimieren, defekte retro- 
virale Partikel herstellen. 

[0023] GemaB einer besonderen Ausfuhrungsform 
der vorliegenden Erfindung enthalt das chimare Poxvi- 
rus, diefurdie Vektorkomponente unddie Verpackungs- 
komponenten kodierenden Sequenzen. 
[0024] Das erfindungsgemafle chimare Poxvirus, 
enthaltend sowohl die Vektor- als auch die Verpak- 
kungskomponente, ist inderLage, rekombinante defek- 
te Retroviren in situ freizusetzen, da es in der Zielzelle 
sowohl die Gene fur die Verpackungskomponenten, als 
auch eine Transkriptionseinheit, die ein retrovirales De- 
fektgenom codiert, exprimiert. Vorzugsweise enthalt 
das retrovirale Defektgenom, neben retroviralen Repli- 
kations- und Packaging-Signalen, das zu transduzie- 
rende und exprimierende Fremdgen, das entweder vom 
Promotor des retroviralen Long Terminal Repeat (LTR) 
selbst oder von einem zweiten Promotor kontrolliert 
wird. 

[0025] Unter "Verpackungskomponente" werden in 



der vorliegenden Erfindung alle zur Bildung eines retro- 
viralen Vektors notwendigen Gene, wie gag-pol und 
env, eines Retrovirus verstanden. Fur die Konstruktion 
der erfindungsgemaBen chimaren Poxviren (sogenann- 

s te Retrovac-Vektoren) konnen simple Retroviren wie 
MLV eberiso wie komplexe Retroviren, z.B. humanes 
Immunodeficiency Virus (HIV), verwendet werden. 
Ebenso konnen zur Veranderung des Wirtsspektrums 
heterologe Hullproteine (z.B. VSV-G) fflr die transfor- 

10 mierenden retroviralen Partikel exprimiert werden, wie 
bereitsfur retrovirale Vektoren beschrieben wurde. Ge- 
nerell lassen sich die meisten Wetterentwicklungen an 
retroviralen Vektoren auch auf RetroVac-Vektoren an- 
wenden. Das schlieBt auch die Expression von Fremd- 

15 genen unter Kontrolle von gewebsspezifischen Promo- 
toren und Vektoren zur "site-specific" -Integration von 
Fremd-DNA mit ein, 

[0026] ErfindungsgemaB stehen die gag-, pol- und 
env-Gene vorzugsweise unter der Kontrolle eines 

20 Poxvirus-Promotors. Bevbrzugt sind dabei Promotoren 
mit einem starken fruhen Anteil, in Obereinstimmurig mit 
der Expr ess ionscharakter ist ik des Poxvirus. Die fur die 
Verpackungskomponente kodierenden Sequenzen 
gag/pol und env konnen dabei in einer Transkriptions- 

25 einhett oder auf getrennten Transkriptionseinheiteh un- 
ter der Kontrolle eines Poxvirus/ vaccinia- Virus spezifi- 
schen Promotors exprimiert werden, wobei die Tran- 
skriptionseinheit in einer essentiellen oder nicht-essen- 
tielien Region des Poxvirusgenoms integriert sein kann. 

30 [0027] Bei Poxvirus-Transkripten findet kein "spli- 
cing" stajt. Retrovirale Gene, bei deren Expression spli- 
cing beteiligt ist, werden daher gemaB einem weiteren 
Aspekt der vorliegenden Erfindung als Intron-freie Le- 
seraster in das erfindungsgemaBe chimare Poxvirus 

35 kloniert. Das betrifft je nach dem gewahlten retroviralen 
System die Gene env, tat, ref oder andere. 
[0028] Mit dem erfindungsgemaBen chimaren Virus 
lassen sich in einfacher Weise sowohl in vitro als auch 
in vivo defekte retrovirale Partikel herstellen. Bisher 

40 wurde noch kein System beschrieben, bei dem alle 
Komponenten fur ein defektes retrovirales Partikel auf 
einem einzigen Trager-Virus kodiert pnd kombiniert 
sind. Dies ist eine wesentfiche Voraussetzung fur die ef- 
fiziente Anwendung solcher Vektoren in vivo. 

^5 [0029] Die Entwicklung von "Packagingvektoren" und 
Delivery/Amplifikations-Systemen transduzierender 
Defekt-Retroviren auf Basis von chimaren Poxviren 
wurde bisher nicht beschrieben. Beschrieben wurde je- 
doch die Verwendung von Poxvirus-vektoreh zur Ex- 

50 presston retroviraler Komponenten, insbesondere von 
gag-pol und env von HIV in Poxvirusvektoren (Moss, 
1996, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 93: 11341-11348, 
Paoletti, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 93: 
11349-11353). Zweck dieser Studien waren jedoch vi- 

55 rologische Grundlagenforschung und I mpfstoff entwick- 
lung. So ist z.B. bekannt, daB die Expression des HIV- 
1 gag-pol Leserasters in W (Vaccinia-Virus) zur Bildung 
von Pseudopartikeln fuhrt (Karacostas et al., 1989, 
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Proc. Natl. Acad. ScL, USA 86:8964-8967). Ebenso 
f Ohrt die Koexpression von gag und env zur Bifdung HI V- 
ahnlicher Partikel, die insbesondere zur Impfstoff-Ent- 
wicklung geeignet sind (Haffar et al., 1990, J. Virol. 64: 
2653-2659). Auch die Doppel-Expression von gag-pol 
und env in Poxvirus-Vektoren als SI V Kandidat-vakzine 
ist beschrieben (Hirsch et a!., 1996, J. ViroL 70: 
3741-3752). 

[0030] Als Vektoren fur die erfindungsgemaBen chi- 
maren Poxviren werden insbesondere Chordopoxviren, 
die auch vlren aus der Gruppe der Orthopoxviren und 
der Avipoxviren einschlieGen (Moss, 1996, Poxviridae: 
the viruses and their replication. In: Fields et al. (ed.) 
Fields Virology. Third Edition (3 rd .Ed.) Vol. 2. Lippincott- 
Raven, Philadelphia, 2637-2671), eingesetzt. Es wer- 
den jedoch vorzugsweise solche Poxviren eingesetzt, 
die Saugerzellen infizieren, sich in diesen jedoch nicht 
vermehren (nichtreplizterende Vektoren). Als Vektoren 
werden daher bevorzugterweise Vaccinia-Wen ver- 
wendet, insbesondere attenuierte Vaccinia' Wen (Pao- 
letti, 1996, Proc. Natl. Acad. ScL, USA 93: 
11349-11353), Modified Vaccinia Ankara (MVA), oder 
defekte Vaccinia-Vtren, wie etwa in der WO 95/30018 
und in Holzeret al. (1997, J. Virol., 71:4997-5002) be- 
schrieben. Der letztgenannte defekte Virus-Vektor Ia3t 
sich leicht zu Titern von 10 8 plaque forming units (PFU) 
/ml vermehren und zu Titern von 10 11 PFU/ml aufkon- 
zentrieren. Ausserdem verharren etwa D4-deletierte 
Defektvireh in der fruhen Phase der Replikation, was zu 
einer anhaltenden Synthese f ruher RNAs f Ohrt. Nur fru- 
he Vaccinia-Virus (W)-RNAs haben definierte 5'- und 
3'-Enden, was fur die Synthese funktionaler retroviraler 
Genome eine grundsatzliche Voraussetzung ist. Ein 
Vaccinia-Virus-Defektpartikel, das die gesamte geneti- 
sche Information fur einen retroviralen Vektor expri- 
miert, bewirkt in der infizierten Zelle die Bildung von 
nicht-replizierenden retroviralen Partikeln, die ihrerseits 
transformierendes Potential haben. Da sich, wie oben 
erwahnt, insbesondere Vaccinia-Viren zu Titern von 
1 0 11 PFU/ml aufkonzentrieren lassen, liegt der Titer be- 
zogeri auf die Transformation (ausgedruckt in CFU/ml) 
damit hoher als herkommltche Retrovirustiter (>10 6 - 
10 7 ). Durch die Expression von retroviralen Partikel in 
situ sind ausserdem samtliche uber die Zeit f reigesetz- 
ten transformierenden Partikel fur die Transduktion re- 
levant und nicht, wie bei in wfro-Produktion von Retro- 
viren, die transduzierenden Partikel pro Volumen Zell- 
kulturuberstand. 

[0031] GemaB einer besonderen Ausfuhrungsform 
der vorliegenden Erfindung dient ein nicht replizieren- 
des Vaccinia- Virus, wie etwa in der WO 95/30018 be- 
schrieben, als Trager der genetischen Information fur 
nicht replizierende defekte Retroviren. Sowohl das mo- 
difizierte retrovirale Genom, das das Fremdgen und das 
Verpakkungssignal Psi enthalt, als auch die retroviralen 
Gene gag-pol und env werden auf dem Genom eines 
defekten Vaccinia- Virus codiert. Die fur die Verpak- 
kungskomponente kodierenden Sequenzen gag/pol 



und env konnen in einer Transkripttonseinheit oder 
mehreren Transkriptionseinheiten unter der Kontrolle 
eines Poxvirus/Vaccinia-vlrus-spezifischen Promotors 
exprimiert werden und in einer essentiellen oder nicht- 

s essentiellen Region des Poxvirusgenoms integriert 
sein. Die Sequenzen der Vektorkomponente konnen als 
eigenstandigeTranskriptionseinheit, ebenfalls unterder 
Kontrolle eines Poxvirus, vorzugsweise eines fruhen 
Poxvirus-Promotors, in einer essentiellen oder riicht-es- 

10 sentielleh Region des rekombinanten Virus inseriert 
sein, wobei die Insertion in eine essentielte Region be- 
vorzugt ist. 

[0032] Die DNA-Sequenz 1 1 1 1 1 NT fuhrt zu einem 
Abbruch der fruhen Poxvirus/Vaccinia-Transkription. 

15 Um die retroviralen Sequenzen effizient zu exprimieren, 
sollten daher in den retroviralen Sequenzen bzw. im 
Fremdgen moglicherweise vorhandene TTTTTNT-Si- 
gnale durch Punktmutationen abgewandelt werden, 
ohne den Aminosaurekontext der retroviralen Proteine 

20 zu ve random oder Steuerungssignale auf dem RNA- 
Genom der defekten Retroviren, wie z.B. Psi und die 
Integrationsregionen "att", zu zerstoren. 
[0033] GemaB einer besonderen Ausfuhrungsform 
der vorliegenden Erfindung weisen daher die fur die Ver- 

25 packungs- bzw. Vektorkomponenten kodierenden Se- 
quenzen keine Poxvirus/Vaccinia-Virus-spezifischen 
Stopsignale auf. 

[0034] Ebenso wie fOr die Expression der Vektorkom- 
ponente-Sequenz stent, ist es im erfindungsgemaQen 
30 chimaren Poxvirus-Retrovac-System bevorzugt, die 
Vektorkomponente-Sequenz unter die transkriptionelle 
Kontrolle eines Poxvirus-spezifischen Promotors zu . 
stellen. 

[0035] Bei den in der vorliegenden Erfindung be- 
35 schriebenen bevorzugten chimaren Defekt-Vaccinia-Vi- 
rus-Konstrukten wurde stromabwarts der 3'-Region ein 
Signal fur die Termination fruher Vaccinia-Virus-Tran- 
skripte eingefuhrt, womit sich das 3*-Ende der entste- 
henden mRNAs von dem bisher beschriebener retrovi- 
raler Vektorgenome unterscheidet. Nur die sogenann- 
ten fruhen Vaccinia-mRNAs haben mehrheitlich ein de- 
finiertes 3-Ende. Spate Vaccinia-mRNAs, die den Qber- 
wiegenden Anteil der viralen Transkripte darstellen, ter- 
minieren nicht an konkreten Signalen, haben heteroge- 
45 ne Langen und sind daher als retrovirale Vektorgenome 
ungeeignet. D4-defekte WtreXen nicht indie spate Pha- 
se der Replikation ein. Dies konnte durch ^S-Markie- 
rungsexperimente von Proteinen und in Northernblot- 
Experimenten durch eine unerwartet lang anhaltende 
50 frOhe Expression gezeigt werden (Holzer et al., 1 997, J. 
Virol. 71 : 4997-5002). Damit erwiesen sie sich als ein un- 
ter Poxviren einzigartiges Werkzeug zur Synthese defi- 
nierter retroviraler Genome. 

[0036] Ein Vorteil der erfindungsgemaflen chimaren 
55 Poxviren ist es, da6 sie sich zu sehr hohen Virustitern 
vermehren und aufkonzentrieren lassen. Zudem sind 
die von Poxvirus, insbesondere vaccinia- Virus, abgeiei- 
teten Vektoren auBerordentlich stabil, infizieren effizient 
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Organe, wie Leber oder Milz und produzieren direkt im 
Zielorgan transformierende, aber nicht replizierende re- 
troviral Partikel (in vivo-Amplifikation der retroviralen 
Partikel). 

[0037] Da Poxviren gewebsspezif isch sind (primar af- 
fine Organe), findet eine Transformation durch den er- 
findungsgemaBen chimaren Poxvirus, insbesondere 
des chimaren Vaccinia- Virus, gewebsspezif isch statt. 
Bespielsweise findet die Ihfektion mit chimaren Vaccl- 
/i/a-W/us(Retrovac-Hybridvektoren) bevorzugt in jenen 
Geweben statt, die sowohl dem Tropismus von Vacci- 
nia-Virus entsprechen, als auch die Rezeptoren fur die 
eingesetzten retroviralen Hullproteine exprimieren. 
Ober geeignete Kombination des verwendeteh Vacci- 
nia- Virus-Stammes und pseudotyping laBt sich sowohl 
ein stringenteres "targeting" des therapeutischen Gens 
als der retroviralen Vektoren erreichen. 
[0038] Die chimaren Poxvirus-Vektoren, insbesonde- 
re die auf defekten Vaccinia-Virus basierenden Retro- 
vac-Vektoren, vereinen die Fahigkeit von Retroviren, 
Fremd-DNA stabit in Zielzellen integrieren zu konnen, 
mit den technischen Vorteilen von Poxvirus/ Vaccinia- 
Vektoren. Ein Hauptmerkmal des Systems ist, daB bei 
Infektion einer Wirtszelle durch das chimare Poxvirus, 
insbesondere eines auf Vaccinia-Virus-Vektor basieren- 
den RetroVac-Vektors, die fur die Bildung von funktio- 
nalen retroviralen Partikeln notwendigen Proteine, ex- 
primiert und die Fremdgene enthaltenden mRNAs tran- 
skribiert und als genomische RNA in retroviral Partikel 
verpackt werden. Diese Partikel sind nicht vermeh- 
rungsfahig (replikations-defizient), haben aber transfor- 

. mierendes Potential. Wan rend die primar mit dem chi- 
maren Poxvirus, insbesondere dem chimaren Vaccinia- 
Virus, infizierten Zellen absterben, fuhrt die sekundare 
retrovirale Infektion weiterer Zellen durch die gebildeten 
retroviralen Partikel zur permanenten Integration der re- 
troviralen Sequenzen und damit der fur das Fremdgen 
kodierenden Sequenzen in das Zellgenom. 
[0039] Das Freisetzen defekter retroviraler Partikel 
durch die erfindungsgemaBen chimaren Poxviren, war 

.insofern uberraschend, da normalerweise die Tran- 
skription von Retroviren sowie das "capping" der geno- 
mischen RNAs im Zellkem stattfindet (Coffin, 1 996, Re- 
troviridae: the viruses and their replication. In: Fields et 
al. (ed.) Fields Virology. Third Edition (3 rd . Ed.) Vol. 2, 
Lippincott-Raven, Philadelphia, 1767-1847). Imgezeig- 
ten chimaren Poxvirus-System finden Transkription und 
Capping im Cytoplasma statt. Die Vaccinia-Virus-spezi- 
fischeh Cap-Strukturen sind daher kein Hindemis fOr ein 
retrovirales Packaging. Es zeigte sich uberraschender- 
weise, daft vom cytoplasmatischen Poxvirus/Vaccinia- 
Transkriptionssystem generierte Transkripte kompati- 
bel sind mit dem retroviralen Transkriptions- und RepH- 
kationssystem. Dies war insofern unerwartet, als sich 
die Polyadenylierungssignale, die im Zellkern erkannt 
werden, innerhalb der U3- und der R-Regbn des Pro- 
virus befinden. 

[0040] Poxviren sind in der Regel lytische Viren, wo- 



durch Zellen, die mit einem chimaren Poxvirus infiziert 
wurden, meist absterben. Durch die so verursachten La- 
stonen im Gewebe kann die Teilung von benachbarten 
Zellen bewirkt werden, die dadurch fur retrovirale Trans- 

s formation durch die gebildeten retroviralen Partikel noch 
empfanglicher werden. Dieser Proliferationseffekt wird, 
im Falle ektodenmaler Zellen durch Poxvirus-etgene 
Wachstumsfaktoren verstarkt. 
[0041] In einer besonderen Ausfuhrungsfonm weist 

io daher das erfindungsgemaBe chimare Poxvirus Se- 
. quenzen kodierend fur etnen Wachstumsfaktor oder ein 
Mitogen auf. Dadurch kann der Proliferationseffekt der 
Nachbarzellen der Poxvirus- infizierten Zellen durch Ex- 
pression vom chimaren Poxvirus verstarkt werden. 

is [0042] In einer weiteren besonderen Ausfuhrungs- 
form kann man Retrovac-Vektoren auf der Basis von 
Lentiviren konstruieren, bei denen allerdings akzesso- 
rische Lentivirus-Gene im W-Carrier exprimiert werden 
rhuss'en, die dem System die gewunschten Eigenschaf- 

20 ten verleihen. 

[0043] Im Gegensatz zu Plasmidtransfektion, chima- 
ren Adenovirus/ Retrovirus-Vektoren oder chimaren 
Herpesvirus/Retrovirus-Vektoren findet die Expression 
durch Vaccinia-Virus im Cytoplasma der Wirtszelle statt. 

25 Wahrend nach Plasmidtransfektion oder bei Adenovi- 
rus/Retrovirus-lnfektion die Transkription der Fremdge- 
ne im Zellkem mit Hilfe des zellularen Transkriptionsap- 
parates stattfindet, erfolgt die Genexpression von \fec- 
cinia-Virus ausschlie3lich im Cytosol durch einen vira- 

30 len, vom zellularen verschiedenen Transkriptionsappa- 
rat. Dies stellt insofern einen entscheidenden Sicher- 
heitsvorteil des erfindungsgemaGen Poxvirus-Vektors 
dar, da dadurch die Generation replizierender Retrovi- 
ren sehr unwahrscheinlich wird. Dieser Ansatz erlaubt 

35 erstmals, nukleare Transkriptionssignale auf dem retro- 
viralen Genom ausschlieBlich unter dem Gesichtspunkt 
der optimalen Fremdgenexpression und der Sicherheit 
in der transduzierten Zielzelle anzuordnen, da die Tran- 
skription genbmischer retroviraler RNA durch vaccinia- 

40 Virus unabhangig vom Zellkern der Zielzelle erfolgt 
Ebenso konnen Introns zur Verbesserung der Expres- 
sion eines therapeutischen Gens eingesetzt werden, da 
diese die Vektor-RNA Expression im Vaccinia- Virus-Sy- 
stem nicht beetnflussen. 

45 [0044] Ein weiterer besonderer Vorteil des erf in - 
dungsgemaBen Virusvektor-Systems basiert auf einem 
im Cytoplasma replizierenden DNA-Virus ist, da6 es, im 
Gegensatz zu sich im Kern vermehrenden Viren, retro- 
virale Transkriptionseinheiten Transkriptionssignale 

so enthalten konnen, die normalerweise im Kernzusam- 
menhang nicht erlaubt bzw. nicht moglich sind, da im 
Lebenszyklus eines cytoplasmatisch transkribierenden 
Virus-Vektors kein Splicing stattfindet. So kann im Re- 
trovac-System z.B. das retrovirale Packaging-Signal 

ss Psi durch Splicing-Signale flankiert werden, was nach 
Transduktion der retroviralen Defektgenome und Tran- 
skription derselben im Wirt zu RNAs fuhrt, die keine 
Packaging-Signale haben und somit ein wesentliches 



6 



11 



EP 0 933 429 A1 



12 



Merkmal retroviraler Genome verloren haben (siehe 
Fig. 2 C). Diese Moglichkeit fuhrt zu einer wesentlichen 
Steigerung der Sicherheit des Systems der im Poxvirus- 
System produzierten retroviralen Defektgenome. Die 
Funktionalitat des Packaging-Signals auBerhalb des 
Wildtyp-Kontextes wurde bereits gezeigt. 
[0045] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin- 
dung ist, dafc bei cytoplasrratischer Transkription der re- 
troviralen Defekt-RNAs, bewahrte Transkriptionseinhei- 
ten mit Intron-Exon-Struklur unbeschadet (ohne Spli- 
cing) Ober retrovirale Transduktion ins Genom des Wirts 
ihtegrierbar sind (siehe Fig. 2A). Bei der Etablierung 
permanent exprimierender Zellinien werden in\ier Re- 
gel Genkassetten transferiert, die aus Promotor, Open 
Reading Frame (ORF) des Fremdgens, Intron und Po- 
lyadenylierungssignal, kloniert in ein bakterielles Plas- 
mid, bestehen. Fur eine optimale mRNA-Produktion 
sind Introns in Transkriptionseinheiten notig, insbeson- 
dere wurde dies auch in transgenen Tieren beobachtet. 
Die meisten kommerziell erhaltlichen Expressionsvek- 
toren f urhdhere Zellen enthalten innerhalb ihrer Expres- 
sionskassetten empirisch ermittelte Promotor-lntron- 
Kombinationen; bewahrt hat sich z.B. die CMV-Promo- 
tor/Enhancer-SV40-lntroh-Kombination im Vektor 
pCMVp (Clontech Laboratories, Palo Alto). Derartige 
optimierte Einheiten mit Intron-Exon-Struktur lassen 
sich Ober die. bisher bekannten retroviralen bzw. chima- 
ren Gentransfer- Vektoren hicht transduzieren. 
[0046] Das erfindungsgemaBe Retrovac-System lost 
dieses Problem, da aufgrund des fehlenden Splice-Ap- 
. parates in Vaccinia-Virus keine Introns wahrend der 
Transkription entfemt werden. Nach Transduktion der 
im Retrovac-System produzierten retroviralen Defekt- 
genome kann daher die komplette Transkriptionseinheit 
in der Zielzelle integriert werden (siehe Fig. 2A)^ Dies 
ist insbesondere beim Transfer zum ZweckderGenthe- 
rapie schwierig zu exprimierender cDNAs, wie die des 
Gerinnungsfaktors VIII, wichtig und erlaubt den Transfer 
bptimierter Promotor/lntron-Kombinationen. 
[0047] GemaB einem besonderen Aspekt der Erfin- 
dung werden daher durch das erfindungsgemaBe Sy- 
stem defekte retrovirale enthaltend ein intronhaltiges 
Genom, zur Verfugung gestellt, 
[0048] Ein RNA-Prozessierungssignal, das an defi- 
nierter Stelle nur durch cytosolische Transkriptionssy- 
steme in die Zielzelle ubertragen werden kann, ist ein 
internes Polyadenylierungs-Signal, das eine definierte 
Terminierung des Transkriptes im Zellkem bewirkt (Fig. 
2B). Eine Terminierung des Transkriptes vor Fertigstel- 
lung eines kompletten retroviralen Defektgenoms im 
Zellkem, wie durch Transduktion im Retrovac-System 
produzierter retroviraler Defektgenome, erlaubt eine be- 
sonders sichere Gentherapie, da das einmal integrierte 
Fremdgen nicht wetter transduzierbar ist, weil sein Tran- 
skript vorzeitig terminiert. Ebenso ist nur im Retrovac- 
System die Lokalisierung des Packaging-Signals zwi- 
schen Splice-Signalen moglich (Fig. 2C). was in der 
Zielzelle zur Transkription retroviraler Defektgenome 



fuhrt, denen das Packaging-Signal fehlt. Kombiniert mit 
internen Polyadenylierungssignalen lassen sich so be- 
sonders sichere Genkassetten ubertragen. 
[0049] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin- 
s dung betrifft eine Zusammensetzung enthaltend ein chi- 
mares Poxvirus der oben beschriebenen Art und einen 
pharmazeutischen Trager. 

[0050] Das erf indungsgemaOe Retrovac-System laBt 
sich fur alle Anwendungen einsetzen, die fur die Gen- 

io therapie mit Retroviren sinnvoll sind. Es ist fOr die In 
vivo-Gentherapie zur Behandlung von Plasmaprotein- 
Defekten, insbesondere Hamophilien (Faktor IX- und 
Faktor Vlll-Mangel) und Erythropoetin-Mangel geeig- 
net. Die Verabreichung kann dabei intravenos oder in- 

?5 tramuskular erfolgen. 

[0051] Die Stabilitat der erftndungsgemaOen chima- 
ren Poxviren erlaubt bei entsprechender Formulierung 
auch eine orale Verabreichung der Vektoren als Sprays, 
was eine Inhaiations-Behandlung der cystischen Fibro- 

20 se ermoglicht. 

[0052] Eine weitere Anwendung der RetroVac-Vekto- 
ren ist die Tumortherapie. Es hat sich beispielsweise ge- 
zeigt, daB der Transfer von sogenannten Suizid-Genen 
in Tumoren oder deren Metastasen sich in tierexperh 

25 mentellen Modellen als erfolgversprechend erwies (Ca- 
ruso et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. t USA 90: 
7024-7028, Culver et al.. 1992, Science 256: 
1550-1552). Bei derartigen experimentellen Ansatzen 
wurde das HSV-TK-Gen, das nicht-toxische Nukleosid- 

30 Anaioge (wie Ganciclovir) in toxische umwandelt, durch 
intratumorale Injektion von Verpackungs-Zellinien, die 
in situ defekte retrovirale-Partikel freisetzen, transdu- 
^ ziert und anschlieBend eine Chemotherapie mit Ganci- 
clovir durchgefuhrt. MitdemerfindungsgemaBen Retro- 

35 Vac-Vektor konnen daher Suizid-Gene sicher und effi- 
zienter verabreicht werden. 

[0053] Ebenso konnen Apoptosis-induzierende Tu- 
morsuppressor-Gene, wie etwa das p53-Gen, das in 
Ober 50% der Tumore verandert ist, im erfindungsge- 

40 maBen RetroVac-Vektor als Fremdgen inseriert wer- 
den. Beim gentherapeutischen Transfer dieser Tumor- 
suppressor-Gene wQrden die Tumorzellen durch die en- 
dogene Kontroile das Wachstum einstellen. 
[0054] Eine ex vivo-Zelltransduktion zur Tumorthera- 

45 pie (beispielsweise Leukamie), ist ebenfalls moglich; 
desweiteren die direkte intratumorale Injektion zur 
Krebstherapie. 

[0055] Zur Erhohung der Sicherheit des Systems kon- 
nen Vektoren verwendet werden, die sogenannte Sui- 

50 zid-Gene tragen, wie z.B. das Herpes Simplex-Virus 
(HSV) mit eingebautem Thymidin-Kinase-Gen, die eine 
Chemotherapie erlauben wurden, wenn es in vivo zur 
Aktivierung von Oncogenen durch den Transduktions- 
vorgang kommen sollte. 

55 [0056] Das System kann auch zur Produktion perma- 
nenter Zellinien verwendet werden, da retrovirale Parti- 
kel eine besonders effiziente Transduktion erlauben und 
durch den Transfer von RNA-Prozessierungssignalen 
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(tntrons, Polyadenylierungssttes) optimale Genkasset- 
ten transferiert werden konnen. Erstmals ist auf diese 
Weise der auBerst effiziente Transfer von Genkassetten 
moglich, der im Zusammenhahg mit Screening-Techni- 
ken das schnelle Auffinden hochexprimie render Zellklo- 
ne erlaubt. 

[0057] Ein besonderer Aspekt der vorliegenden Erfin- 
dung betrifft daher die Verwendung des erfindungsge- 
maBen chimaren Poxvirus zur Herstellung eines Arznei- 
mittels, das insbesondere fur die Gentherapie und Tu- 
mortherapie eingeselzt werden kann. 
[0058] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wur- 
den uber die oben erwahnten chimaren Poxviren defek- 
te retrovirale Partikel erhalten, die sich insbesondere 
dadurch auszeichnen, daB sie noch ein intronhaltiges 
Genom enthaften. 

[0059] Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden 
Bespiele und der Zeichnungsfiguren naher erlautert, 
wobei sie jedoch nicht auf diese beschrankt ist. 
[0060] Es zeigen: 

Figur 1: Die schematische Darstellung der Kon- 
struktion von chimarem Vaccinia- Virus. Fig. 1A 
zeigt dabei die mogliche Insertionsposition der Ver- 
packurigs- und Vektorkorhponenten, die gegebe- 
nenfalls in verschiedene Regionen des Poxvirusge- 
hbms integriert sein konnen und unter der transkrip- 
tioneilen Kontrolle eines Poxvirus-Promotors ste- 
hen. Fig. 1 B zeigt.das infektionsschema einer Zelle 
mit dem erfindungsgemaGen Poxvirus und die Pro- 
duktion von defekten retroviralen Partikeln, die ih- 
rerseits wieder Zellen infizieren und in das Wirtsge- 
nom stabil integrieren. 

Figur 2: Einen Vergleich eines im Cytoplasma repli- 
zierenden chimaren Poxvirus mit den System von 
im Kern replizierenden Adeno- bzw. Herpesviren, 
insbesondere im Hinblick auf den Splice-Mechanis- 
mus. 

Figur 3: Das Konstruktionsschema des Plasmids 
pTKgpt-LSXN 

Figur 4: Das Konstruktionsschema des Plasmids 
pD4-SX 

Figur 5: Das Konstruktionsschema des Plasmids 
pTK-MLVg 

Figur 6: Das Konstruktionsschema des Plasmids 
pTKgpt-VP-FIX 

Beispiel 1: 

Konstruktion des vaccinia- VinJs(W)-Defektvirus vd- 
LXSN 

[0061] Im retroviralen Defektvirus-Genom des provi- 



ralen Vektorplasmids pLXSN (Miller et aL, 1989, Bio- 
techniques. 7:980-990) wurden die fruhen Vaccinia-Vi- 
rus (W)-Transkriptions-Stop-Signale entfemt und das 
sodeletierte Genom hinter einen starken Wfruhen Pro- 

s motor kloniert und dann in den thymidin-Kinase (tk) Lo- 
cus des W-Defektvirus-Stammes vD4-vA (Holzer et al., 
1997, J. Virol. 71:4997-5002) inseriert. Im resultieren- 
den W-Def ektvirus vd-LXSN werden dadurch im fruhen 
W-lnfektionszyklus retrovirale Defektgenome transkri- 

10 biert 

Konstruktion des Plasmids pTKgpt-LXSN 

[0062] Das retrovirale Defektgenom im Plasmid 

is p|_XSN (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) hat 
folgende Abfolge von genetischen Elementen: LTR-Psi- 
MCS/SV40-neo-Genkassette-LTR (LTR, long terminal 
repeat; Psi, packaging-Signal fur retrovirale RNA; MCS, 
multiple cloning site; SV40-neo, SV40 Promotor-Neo- 

20 mycin-Resistenz-Genkassette). In die MCS dieses Kon- 
strukts konnen geeignete Fremdgene inseriert werden; 
die SV40-neo-Genkassette dient als Selektionsmarker, 
mit dessen Hilfe die retroviral transduzierten Zellen se- 
lektiert werden konnen. 

25 [0063] Die provirale retrovirale DN A in pLXSN hat drei 
Mill NT-Signale, die zu einem teilweisen Abbruch der 
fruhen Transkription fOhren. Durch PCR wurden einzel- 
ne Fragmente kloniert und durch Mutagenese modifi- 
ziert (Fig. 3). Es wurden dazu mittels verschiedener Oli- 

^o gonucleotide die folgenden 3 PCR-Fragmente mit dem 
Plasmid pLXSN als Template amplifiziert und dabei 
Punktmutationen eingefuhrt, die vomandene TTTT- 
TNT-Signale abwandeln. Die Herstellung der Fragmen- 
te LX1 , LX2 und LX3 erfolgte wie folgt beschrieben: 

35 [0064] LX1 : Ein 1 t 6kb-Fragment wurde mit den Oligo- 
nukleotidprimem oRV-5 (5'-TACGTACGGC GCGCCA- 
GTCT TCCGATAG-3') und oRV-6 (5'-GAACCGGTCG 
CCCCTGCGCT GAC-3') generiert, wobei durch oRV-5 
eine SnaBI-Schnittstelle und durch oRV-6 eine Agel- 

^0 Schnittstelle eingef unit wurden. 

[0065] LX2: Ein Ikb-Fragmeht wurde mit den Oligonu- 
kleotidprimern oRV-7 (5'-AGACGTCCCA GGGACTT- 
tGG GGGCCGTATT TGTGGC-3') und oRV-8 (5'- 
AGGCCGAGGC GGCCTCGGCC TCTGCATAAA 

45 TAAATAAAAT TAG -3') generiert und durch die beiden 
Primer das TTTTTNT-Motive durch Punktmutationen 
abgewandelt; oRV-7 bindet im Bereich einer Aatll- 
Schnittstelle, oRV-8 im Bereich einer Sfi I -Schnittstelle. 
[0066] LX3: Das 3'-Ende des geplanten Veklorkon- 

50 strukts wurde als 1,2kb PCR-Fragment mit den Oligo- 
nukleotidprimem oRV-9 (5-CG ACC GGTTC TATTTGT- 
CAA GACCGACCT-3') und oRV-10 (^-GCGGCCG- 
CAA CTGCAAGAGG GTTTATTGGA-3') generiert. 
oRV-10 bindet am 3-Ende der "R* -Sequenz und fuhrt 

55 eine Notl -Schnittstelle ein. 

[0067] Urn ein I 1 1 m NT-Signal im Neo-Leseraster 
abzuwandeln wurde eine Mutagenese im Plasmid 
pLXSN gemacht. Die Mutagenese wurde mit dem 
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Quickchange™ Mutagenesekit der Fa. Stratagene und 
den Primern oRV-35 (5*-AAATAGAACC GGTCGCCC- 
CT GCGCTGAC-3') und oRV-9 gemacht. Das resultie- 
rende Plasmid wurde mit pLXSNmut bezeichnet (Fig. 
3b), und weist an der mutagenisierten Stetle eine PinAI- 
Schnittstelle auf . 

[0068] Das LX1 PCR-Produkt wurde in den Vektor 
pCRII (Invitrogen) kloniert, das Plasmid, das das PCR- 
Produkt in der gewunschten Orientierung enthielt, se^ 
lektiert und als pCR-LX1(b) bezeichnet. Das LX2 PCR- 
Produkt wurde mit den Enzymen Aatll und Sfil geschnit- 
ten und in Aatll und Sfil geschnittenes pCR-LX1(b) ge- 
setzt. Das resultierende Plasmid war bis auf die abge- 
wandelten TTTTTNT-Signale identisch zu pCR-LX1(b) 
und wurde mit pCR-LX4 bezeichnet. Die Ligation eines 
1,4kb Sfil/Sacl-Fragmentes aus dem Plasmid 
pLXSNmut in Sfil/Sacl geschnittenes pCR-LX4 ergab 
pCR-LX4+. Dieses Plasmid enthalt den gesamten tran- 
skribierten Bereich des Vektors bis auf das au3erste 3- 
Ende. 

[0069] Das korrekte 3'-Eride wiirde als 0,8kb-Frag- 
ment aus pCR-LX3 in den W-Rekombinationsvektor 
pTKgpt-selP (Pfleidereretal., 1995, Protein Expr. Purif. 
6:559-69) gesetzt Das erhaltene Plasmid wurde mit pT- 
Kgpt-LX3 bezeichnet (Fig. 3a). Der Plasmidvektor pTK- 
gpt-LXSN wurde durch Ausschneiden eines 2,7kb Sad/ 
Snabl-Fragmentes aus pCR-LX4 und Klonierung in mit 
Sacl und Stul geschnittenes pTKgpt-LX3 erhalten und 
enthielt unter der Kontrolle eines starken W-Promotors 
den gesamten transkribierten Bereich des Vektors 
pLXSN vom Beginn der "R" Sequenz ( Coffin, J. M., 
1 996, Retroviridae: The viruses and their replication, p. 
1767-1847. In: Fields et al. (ed) Fields, Virology, 3 rd ed, 
vol. 2. Lippincott-Raven, Philadelphia.) im 5-LTR bis 
zum Ende der "R" -Sequenz im 3-LTR, wobei die drei 
ursprunglich vorhandenen Mill NT-Motive abgean- 
dert sind. (Fig. 3b). 

Konstruktion des W-Defektvirus vd-LXSN 

[0070] Zur Konstruktion des W-Defektvirus vd-LXSN 
wurden RK-D4R-44.20-Zellen nach Standardprotokoll 
mit dem Defekt- WvD4-vA (Holzer et al., 1 997, J. Virol. 
71:4997-5002) infiziert und mit dem Plasmid pTKgpt- 
LXSN transfiziert. Virus-Isolate wurden in RK-D4R- 
44.20-Zellen unter gpt-Selektion (Falkner et al., 1988, 
J. Virol. 62:1849-1854) Plaque-gereinigt. Das so erhal- 
tene VV-Defektvirus vd-LXSN exprimiert das gesamte 
def ekte retrovirale RN A-Genom von pLXSN. Die korrek- 
te genomische Struktur von vd-LXSN wurde im South- 
ernblot und Qber PCR nachgewiesen. 



Beispiel 2: 

Produktion von defekten Retrovirus-Partikeln mittels 
des W-Defektvirus vd-LXSN in der Packaging-Zellinie 
S PT67. 

[0071 ] Das Def ektvirus vd-LXSN enthalt und transkri- 
biert ein Retrovirus-Defektgenom (siehe Beispiel 1 ). Die 
Zellinie PT67 (erhalten von Clontech Laboratories, Inc., 

10 Palo Alto, CA) exprimiert die gag-pol und env Gene von 
murinem Leukamie- Virus (MLV), die zum Verpacken re- 
troviraler Def ektgenome gebraucht werden (Miller et al. , 
1996, J Wol. 70:5564-71.). Urn die Hypothese zu uber- 
prufen, da6 defekte vVin Gegenwart von gag-pol- und 

is env-Proteinen defekte Retrovirus-Partikel bilden. kon- 
nen t wurden PT67-Zellen mit vd-LXSN infiziert. Die Kul- 
tivienjng der PT67-Zellen erfolgte nach Standardbedin- 
gungen, wie in RetroXpress System User Manual Clon- 
tech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA, 1997 beschrie- 

20 ben! Der Infekt mit vd-LXSN erfolgte bei 0,05 Oder 0,5 
PFU (plaque forming units) pro Zelle. Zu verschiedenen 
Zeitpunkten (3h bis 72h nach Infektion) wurden die re- 
trovirale Vektorpartikel in den Oberstanden in NIH- 
3T3-Ze!len (ATCC CRL-1658) in Gegenwart von 500ug/ 

25 ml G418 titriert (Miller et al., 1 996, J. Virol. 70:5564-71 ). 
Die retroviralen Titer erreichten 6h nach W-lnfektion 
ein Maximum und waren in diesem Bereich jeweils ab- 
hangig von der vd-LXSN Infektionsdosis. In einem typi- 
schen Experiment wurden bei einer Primarinfektion von 

30 0,5 PFU vd-LXSN pro Zelle nach 3h 10 2 CFU (colony 
forming units) und nach 6h 2x1 0 2 CFU pro ml Kultur- 
uberstand gezahlt. Kontrollexperimente mit dem Plas- 
mid pLXSN resultierten in 10 2 CFU-10 3 CFU pro ml 48h 
nach Transfektion. Die Retrovirus-Titer, die durch vd- 

35 LXSN-lnfektion induziert wurden, fielen zum Zeitpunkt 
12h nach Infektion auf 20 CFU/ml ab urn 48h bis 72h pi 
wiederauf maximal 2x1 0 2 CFU/ml anzusteigen. Dieser 
zweite Anstieg war nicht von der initialen Infektionsdosis 
abhangig und wird auf eine Retrovirus-vermittelte 

40 Transformation von W-uninfizierten PT67 zuruckge- 
fuhrt. Keine retroviralen Partikel wurden nach Transfek- 
tion des Plasmids pTKgpt-LXSN in PT67 erhalten, was 
beweist, da(3 die Expression dieses Konstruktes, an- 
ders als z. B. bei Adenovirus-Carriern, nur im viralen 

45 Kontext moglich ist. Dieses Beispiel zeigt, da8 defekte 
WalsTragertransduzierender retroviraler Def ektgeno- 
me geeignet sind. Das Ergebnis ist insofern uberra- 
schend, als normalerweise die Transkriptbn von Retro- 
viren sowie das "capping" der genomischen RNAs im 

50 Zellkern stattfindet (Coffin et al., supra). Im gezeigten 
Retrovac-System finden Transkription und Capping 
durch Vaccinia-codierte Enzyme im Cytoplasms statt. 
Die vV-speziftschen Cap-Strukturen sind offensichtlich 
kein Hindernis fur ein retrovi rales Packaging. 

55 
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Beispiel 3: 

Konstruktbn des W-Defektvirus vd-e10A1 

[0072] In den Beispielen 1 und 2 wurde gezeigt, daB 
defekle W, die retrovirale Genome transkribieren, in 
Packaging-Zellinien funktbnelie Defekt-Retroviren bil- 
den. Im folgenden wurde das 10A1 env-Gen im D4-Lo- 
cusvon Wexprimiert, ein weitererSchritt, alle Kompo- 
nenten zur Bildung defekter RV-Partikel auf einem De- 
fekt-Wzu vereinigen. Die Klonierung erfolgte in Zwi- 
schenschritten, da ein TTTTTNT-Motiv der env-Region 
deletiert werden muBte (Fig. 4). 

Konstruktion des Plasm'tds pD4-SX 

[0073] Plasmid pCR-SX3mut: Das MLV env-Gen (env 
SX: Hybrid aus den Stammen 4070A und 10A1) wurde 
als 2kb PCR-Produkt mit den Primern pRV-37 (5*- 
TCAGGGTCGAC ATGGAAGGTC CAGCGTTCTC-3') 
und oRV-38 (5'-GACTTTCAtG ACTATGGCTC GTAC- 
TCTATA GGCTTC-3') aus der Zellinie PT67 (Miller et 
al., 1996, J. VioL 70:5564-5571) amplifiziert und in den 
Plasmidvektor pCRII kloniert. Ein lift I NT-Signal im 
env-Leseraster wurde an diesem Plasmid durch Muta- 
genese abgewandelt. Die Mutagenese erfolgte mit dem 
Quickchange™-Mutagenesekit der Fa. Stratagene und 
den Primern oRV-41 (S'-GAATGTTGTT TCTATGCAGA 
CCACACGGGA CTAGTG AG AG -3') und oRV-42 (5'- 
CTCTCACTAG TCCCGTGTGG TCTGCATAGA AA- 
CAACATTC-3*). Das resultierende Plasmid wurde pCR- 
SX3mut genannt. 

[0074] Plasmid pTK-SXmut: Aus Plasmid pCR- 
SX3mut wurde der env-Leseraster wurde als 2kb-Frag- 
ment mit den Enzymen BspHI und Hindll ausgeschnit- 
ten und in das Ncol und Stul geschnittene Plasmid pT- 
KL-selP ligiert und so Plasmid pTK-SXmut erhalten. 
[0075] Plasmid pTKL-selP: Im Plasmid pTKgpt-selP 
(Beispiel 1 ) wurde ein 0,3kb-Fragment uber die Schnitt- 
stellen Hindlll und Ndel durch einen synthetischen Lin- 
ker mit den Oligonucleotkten oRV-22 (S'-AGCTCG- 
CAAT TGATGCATCA CA-3') und oRV-23 (5'-TATGT- 
GATGC ATCAATTGCG-3') ersetzt und die zusatzlichen 
Schnittstellen Nsil und Muni einfOhrt. 
[0076] Plasmid pD4-SX: Eine Expressionskassette, 
bestehend aus dem starken W-Promotor selP und dem 
env-Leseraster wurde mit den Enzymen Muni und Notl 
aus dem Plasmid pTK-SXmut ausgeschnitten und in 
Munl/Notl geschnittenes pD4-vA (21) ligiert. Der resul- 
tierende Vektor pD4-SX (Fig. 4) enthalt somit die be- 
schriebene Expressionskassette zwischen flankieren- 
den Sequenzen des W-D4-Locus. Integration dieser 
DNA in Wergibt damit defekte, nicht replizierende Re- 
kombinanten, die das env-Gen exprimieren. 

Konstruktion des VV-Defektvirvs vd-e10A1 

[0077] Die homobge Rekombination von pD4-SX mit 



dem W-Wildtyp Western Reserve (WR) Stamm erfolgte 
nach Standardtechniken in RK-D4R-44.20-Zellen. Pla- 
quereinigung erfolgte in RK-D4R-44.20-ZelIen zweimal 
mit gpt-Selektion und Screening auf lacZ-positive Pta- 

s ques und zweimal ohne Selektion und Screening auf 
lacZ-negative Plaques (Holzer et al., 1997, J. Virol. 71 : 
4997-5002). Die resultierenden Isolate wurden mit vd- 
e10A1 bezeichnet. Kontrolle der env-Expression erfolg- 
te im Westemblot Ein MoMLV-spezifisches Antiserum 

io wurde von Quality Biotech / Camden, NJ erhalten (Se- 
rum ID: 81S000044 "disrupted Virus" ). 

Beispiel 4: 

15 Konstruktion des W-Defektvirus vd-eg 

[0078] Der MLV gag-pol-Lese raster wurde , in den 
Hamagglutinin-Genlocus des vV-vektors vd-e10A1 
(Beispiel 3) inseriert. Dadurch entsteht ein defektes W, 

20 welches sowohl gag-pol MLV als auch env 10A i exprimiert 
und Pseudopartikel bilden kann. Dieser MLV-Pak- 
kagingvektor weist nbch einen freien Thymidin-Kinase- 
Gen locus auf, in den retroviralen Defektgenome mit zur 
Gentherapie geeignete Fremdgene inseriert werden 

25 konnen (wie in Beispiele 5 und 6 beschrieben). 

[0079] Die Klonierung erfolgte in Zwischenschritten, 
da drei Mill NT-Motive der gag-pol-Region deletiert 
werden muGten (Fig. 5a und 5b). 
[0080] Das MLV gag-pol-Lese raster (5,2kb) wurde 

50 uber PCR aus der packaging-Zellinie PT67 (Clontech 
Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) amplifiziert. Dazu wur- 
den vier PCR-Fragmente (G1 -G4) amplifiziert, die an ih- 
ren Enden Oberlappen. Durch die Primer wurden die 
drei vorhandenen 1 1 1 M NT-Motive abgewandelt und 

35 kompatible Schnittstellen generiert, ohne die Amino- 
sauresequenz zu beeinflussen. 
[0081] Amplifikation des Fragments G1 : Mit den Oli- 
gonucleotidprimem oRV-11 (S'-CCATGGGCCA GAC- 
TGTTACC ACT-3') und oRV-12 (S'-CTGGATCCTC 

40 AGAGAAAGAA GGGTT-3') wurde ein 0,8kb-Fragment 
aus MLV gag-pol generiert, wobei durch oRV-11 eine 
Ncol-Schnittstelle und durch oRV-12 ein TTTTTNT-Si- 
gnal mutiert und eine BamHI-Schnittstelle eingefuhrt 
wurde. 

^5 [0082] Amplifikation des Fragments G2: Mit den Oli- 
gonucleotiden oRV-13 (S'-ATTAACCCTT CTTTTTCT- 
GA G G ATCC AG GT-3') und oRV-14 (5'-CATCCTTGAA 
TTCAAGCACA GTGTACCACT G-3') wurde aus MLV- 
gag-pol ein 1,7kb-Fragment generiert, wobei durch das 
50 Oligonukleotid oRV-1 3 eine BamHI-Schnittstelle einge- 
fuhrt wird, sowie eine zusatzliche Sspl-Schnittstelle, die 
es an seinem 3-Ende aufweist; durch oRV-1 4 wird eine 
EcoRI-Schnittstelle eingefuhrt. 
[0083] Amplifikation des Fragments G3: Mit den di- 
ss gonucleotidprirnern oRV-1 5 (^-TGAATTCAAG 
GATGCCTTCT TCTGCCTGA-3') und oRV-16 (5'-AAC- 
TAGTAGA TATTTATAGC CATAC-3') wurde aus MLV- 
gag-pol ein 2kb-Fragment generiert, wobei oRV-15 ein 



10 



19 



EP 0 933 429 A1 



20 



i m i \ NT-Signal mutiert und eine EcoRI-SchnittsteNe 
einfuhrt; durch oRV-16 wird eine Spel-Schnittstelle und 
eine zusatzliche Notl-Schnittstelle, die es an seinem 3 1 - 
Ende aufweist, eingefuhrt. 

[0084] Amplifikation des Fragments G4: Mit den Oli- 
gonucleotiden oRV-17 (5*-ATATCTACTA GTTTTC ATAG 
ATACCT-3') und oRV-18 (S'-GCGGCCGCTT 
AGGGGGCCTC GCGGGTTA-3') wurde aus MLV gag- 
pol ein 0,8kb-Fragment generiert, wobei durch oRV-17 
ein I 1 1 1 t NT-Motiv abgewandelt urid eine Spel- 
Schnittstelle und durch oRV-18 eine Notl-Schnittstelle 
eingefuhrt wurde. 

Kbnierung der Plasmide pTK-MLVg und pHA-MLVg 

[0085] Das G2 PCR-Fragment wurde in den Vektor 
pCRII (Invitrogen, Inc.) kloniert (pCR-G2) und daraus 
wieder uber die Enzyme Sspl und Notl isoliert (Fig. 5a). 
Ligation in den Ball und Notl geschnittenen Vektor pT- 
Kgpt-selP ergab das Plasmid pTK-G2 (Fig. 5b). Das G1 
PCR : Produkt wurde mit den Enzymen Ncol und BamHI 
aus pCR-G2 ausgeschnitten, isoliert und in das mit Ncol 
und BamHI linearisierte Plasmid pTK-G2 ligiert, wo- 
durch das Plasmid pTK-G12 emalten wurde (Fig. 5b). 
[0086] Das G3 PCR-Produkt wurde in den Vektor 
pCRII ligiert, urn pCR-G3zu emalten. Durch Verdau mit 
den Enzymen BamHI und Stul, Klenow-Behandlung 
und Religation wurde aus pCR-G3 eine Ikb-Sequenz 
deletiert und in das so erhaltene Plasmid pCR-G3d wur- 
de uber die Schnittstellen Spel und Notl dasO.Skb groBe 
G4 PCR-Produkt inserted. Das resultierende Plasmid 
wurde als pCR-G3d4bezeichnet. Insertion eines 1 ,1 kb- 
Fragmentes, das durch Verdau von pCR-G3 mit den En- 
zymen Sacl und EcoRV emalten wurde,, in das Sacl und 
EcoRV geschnittene Plasmid pCR-G3d4 ergab das 
Plasmid pCR-G34, das die 3'-Halfte des MLV gag-pol- 
Leserasters enthalt Ein 3kb-Fragment wurde uber die 
EcoRI- und Notl-Schnittstellen verdaut und Religation 
von pCR-G34 in das Plasmid pTK-12 umkloniert. Im re- 
sultierenden Plasmid pTK-MLVg ist das gesamte MLV 
gag-pol-Leseraster stromabwarts des starken 'early-la- 
te* - W-Promotors selP enthalten (Fig. 5b). 
[0087] Das Plasmid pTK-MLVg wurde Ndel (partial) 
und Notl geschnitten und die selP-gag-pol-Kassette als 
5,3kb-Fragment isoliert. Das Fragment wurde Klenow- 
behandelt und in den SnaBI-linearisierten W-lntegrati- 
ons-Plasmidvektor pHA-vA ligiprt. Das resultierende 
Plasmid wurde pHA-MLVg genannt. 

Konstruktbn und Funktbnalitatstesi des Packagingvek- 
tors vd-eg. 

[0088] Die homologe Rekombination der Plasmid- 
DNA pHA-MLVg und dem Ausgangsvirus vd-e10A1 
(Beispiel 3), sowie die Plaquereinigung erfolgte nach 
Standardprotokoll in RK-D4R-44.20-Zellen (Holzer et 
al., 1997, J. Virol. 71:4997-5002.). Die gag-pol-Expres- 
sion wurde im Westernblot bestatigt. Die gag-pol- und 



env-exprimierenden Isolate wurden mit vd-eg bezeich- 
net. 

[0089] We iters wurde die Funktionalitat der exprimier- 
ten retroviralen Gene an 3T3-Zellklonen getestet, die 

5 durch Transformation mit dem retroviralen Vektor 
pLXSN emalten worden waren. Dazu wurden 3T3-Zel- 
len mit defektem LXSN-Retrovirus, wie in RetroXpress 
System User Manual. Clontech Laboratories, Inc., Palo 
Alto, CA(1997) beschrieben, transformiert Funf 

10 G418-resistente Klone wurden isoliert. Die Oberstande 
dieser Kulturen waren nicht infektios, konnten also kei- 
ne Transduktion nativer 3T3-Zelten bewirken. Diese Li- 
nien wurden mit rekombinanten Viren vd-eg-infiziert 
(moi=1 ). Nach drei Tagen wurden die Oberstande ge- 

15 erntet und zur Transformation von 3T3-Zellen einge- 
setzt. Die Transformationsexperimente erfolgten wie bei 
/ Miller et al. (1 996. J. Virol. 70: 5564-5571 ) beschrieben. 
Die so transformierten 3T3-Zellen waren G418-resi- 
stent, die Oberstande von selektierten Klonen waren 

20 nicht transformierend. Die beobachtete Transformation 
wurde also nicht durch eine Reaktivierung von vermeh- 
rungsfahigen Retroviren bewirkt. Dieses Experiment 
beweist, daB Expression der retroviralen Gene durch 
den Packagingvektor vd-eg das Verpacken transformie- 

25 render retroviraler Defektgenome ermoglicht 

Beispiel 5: 

Konstruktion des Retrovac-Vektors vd-egLXSN 

30 

[0090] Mit vd-egLXSN als Ausgangsvektor wurde ein 
W- Vektor konstruiert, derails notwendigen Komponen- 
ten fur Bildung von transduzierenden Defekt-retrovira- 
len Partikel exprimiert. Die Herstellung von vd-egLXSN 

35 erfolgte uber homologe Rekombination mit der Plasmid- 
DNA pTKgpt-LXSN (Beispiel 1) und dem Packagingvh 
rus vd-eg (Beispiel 4) nach Standardprotokoll in RK- 
D4R-44.2Q-Zellen (siehe Beispiel 1). Isolate wurden in 
mehreren Plaquereinigungsrunden in RK-D4R- 

40 44.20-Zellen unter gpt-Selektion gereinigt und mit vd- 
egLXSN bezeichnet. Mit Saccharosegradient-gereinig- 
ten Virus-Stocks von vd-egLXSN wurden 3T3- und 
RK1 3-Zellen infiziert (moi= 1 ). Nach 6h wurden die Ober- 
stande geerntet und analog zu Beispiel 1 auf Transfor- 

45 mation von 3T3-Zellen getestet. Die Oberstande von 
10 6 -Zellen enthielten je nach Zellinie zwischen 1Q 2 und 
10 3 CFU-retroviralen Vektor. Dieses Beispiel beweist, 
daG die Infektion von Wildtyp-Zellen mit dem Retrovac- 
Vektor vd-egLXSN ausreicht, um transformierende re- 

50 trovirale Vektorpartikel zu exprimieren. 

Beispiel 6: 

Konstruktion eines Retrovac-Vektors vd-egC9 t der 
55 dRV-Partikel mit Faktor IX cDNA-lnsert exprimiert. 

[0091] Im folgenden Experiment wird der humane Ge- 
rinnungsfaktor FIX in einen Retrovac-Vektor kloniert 
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und retrovirale Defektpartikei erzeugt, die zur Genthe- 
rapie von Hamophilie B geeignet sind. Dazu wird eine 
Genkassette, bestehend aus dem Cytomegalovirus 
(CMV) Promotor/Enhancer (Boshart et al., 1985. Cell. 
41:521-530) und der Gerinnungsfaktor FIX-cDNA und S 
genetischen Elementen ("die FIX-Genkassette" , wie in 
der EP 0 711 835 beschrieben), welche die RNA-Pro- 
zessierung erjauben und in das Plasmid pTKgpt-VP in- 
seriert. Das resultierende Plasmid pTKgpt-VP-FIX wird 
in den tk-Locus des Packagingveklors vd-eg rekombi- 10 
niert, resultierend im Retrovac-Vektorvd-egC9. 

Konstruktion des Piasmids pTKgpt-VP-FIX 

[0092] Die Faktor IX-cDNA (Kurachi et al. ( 1 982, Proc. is 
Natl. Acad. Sci., USA, 79:6461-6464) enthalt ein TTTT- 
TNT-Motiv, das uber Mutagenese mit den Primern omut. 
FIX-1 und omut.FIX-2 abgewandelt wurde (Fig. 6). Das 
resultierende Plasmid wurde mit pCMV-FIXmut be- 
zeichnet. 20 
[0093] pTKgpt-VP. Analog zu pTKgpt-LXSN wurde 
ein Plasm idvektor fur W-Expression aul der Basis von 
pLNCX konstruiert. Ein 11 1 11 NT-Motiv im Neomycin- 
Resistenz-Gen von pLNCX wurde zu diesem Zweck 
mutagen isiert (primer oRV-35 und oRV-9). Die rechte 25 
Halfte der retroviralen Vektorsequenz wurde aus die- 
sem mutagenisierten Plasmid pLNCXmut uber die 
Schnittstellen EcoRI und Xbal in den Vektor pTKgpt- 
LXSN umgesetzt. Das resultierende Plasmid wurde pT- 
Kgpt-VP genannt und enthalt die Elemente UV-Thymi- 30 
din-Kinase (tk) Genflanke / W-Promotor selP / RV-'R' / 
RV-U5 / Psi / Neo / CMV Promotor / MCS / RV U3 / RV- 
'R' / TTTTTNT / vV-tk-Flanke. 
[0094] Zur Konstruktion von Plasmid pTKgpt-VP-FIX 
wurde ein SnaBI-/ Hindlll-Fragment, das einen Teil des 35 
CMV-Promotors und die gesamte FIX-cDNA enthalt, 
aus pCMV-FIXmut in SnaBI / Hindlll (Partialverdau) ge- 
schnittenes pTKgpt-VP gesetzt. 

Konstruktion und Test des Retrovac-Vektors vd-egC9. 40 

[0095] Das Plasmid pTKgpt-VP-FIX wurde nach 
Standardmethoden in den Packagingvektor vd-eg re- 
kombiniert urid Plaque gereinigt (siehe Beispiel 5). Das 
resultierende Virus wurde vd-egC9 bezeichnet. Sucre- 45 
segradient-gereinigte Stocks von vd-egC9 wurden pra- 
pariert urn 3T3- und RK13-Zellen zu infizieren (moi=1). 
Nach 3Tagen wurden die Oberstande geemtet und ana- 
log zu Beispiel 4 aut Transformation von 3T3-Zellen ge- 
testet. Die Oberstande von 1 0^Zellen enthielten je nach so 
Linie zwischen 10 2 und 10 3 CFU-retroviralen Vektor, In- 
fektion von halbkonfluenten RK13 (ATCC CCL-37)- 
oder SK-HEP-1 (ATCC HTB-52)-Zellen mit den Ober- 
standen, die retrovirale FIX-Defektpartikel enthielten, 
exprimierten funktionellen Faktor IX (gemessen wie in ss 
der EP 0 711 385 beschrieben). 



Beispiel 7: 

Infusion des Retrovac-Vektors vd-egC9 in Kaninchen 
und Nachweis von humanem Faktor IX im Kaninchen- 
plasma. 

[0096] Im folgenden Experiment wird im Tierversuch 
gezeigt, daB der Retrovac-Vektor yd-egC9 in vivo die 
Expression von Faktor IX erlauben. 
[0097] New Zealand white-Kaninchen wurden 1 0 8 pfu 
bzw. 10 9 pfu vd-egC9 intravenos verabreicht und alle 
zwei Tage wurde uber einen Zeitraum von einem Monat 
Blut abgenommen und hu Faktor IX im ELISAquantifi- 
ziert. Pra-Infusionsseren wurden genommen, urn fest- 
zustellen, ob der Elisa spezifisch ist fur den humanen 
Faktor IX. Humaner Faktor IX konnte im Kaninchenplas- 
ma in Konzentrationen festgestellt werden, die fur eine 
Hamophilie B-Therapie ausreichend sind. Die Prasenz 
von anti-human-Plasmaprotein-Antikorpem wurde 
nach vier Wochen in Westernblots festgestellt. Im Kon- 
trollexperiment (Inf ektion mit dem Defektvirus vD4-vA) 
konnte kein humaner Faktor IX nachgewiesen werden. 



Patentanspruche 

1. Chimares Poxvirus, dadurch gekennzeichnet, da6 
es die Sequenzen der Vektorkomponente eines re- 
troviralen Vektorpartikels enthalt. 

2. Chimares Poxvirus nach Anspruch 1 , dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Vektorkomponente ein fur 
ein Fremdgen kodierende Sequenz enthalt. 

3. Chimares Poxvirus nach Anspruch 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB es die Verpackungs- 
komponenten eines defekten retroviralen Parti kels 
enthalt. 

4. Chimares Poxvirus nach einem der Anspruche 1 bis 
3, dadurch gekennzeichnet, daB das Poxvirus ein 
Chordopoxvirus, vorzugsweise ein Orthopoxvirus, 
ist. 

5. Chimares Poxvirus nach Anspruch 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Orthopoxvirus ein Vaccinia- 
Vims ist. 

6. Chimares Poxvirus nach e inem der Anspruche 1 bis 

5, dadurch gekennzeichnet, daB es ein defektes 
Vaccinia-Virus ist 

7. Chimares Poxvirus nach einem der Anspruche 1 bis 

6, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz der 
Vektorkomponente unter trans kriptioneller Kontrol- 
le eines Poxvirus-Promotors steht. 

8. Chimares Poxvirus nach einem der Anspruche 1 bis 
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6, dadurch gekennzeichnet, daG die Sequenz der 
Verpackungskomponente unter transkriptioneller 
Kontrolle eines Poxvirus-Promotors stent 

9. Chimares Poxvirus nach einem der Anspruche 7 s 
oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB der Poxvirus- 
Promotor ein f ruher Poxvirus-Promotor ist 

10. Chimares Poxvirus nach einem der Anspruche 1 bis 

9, dadurch gekennzeichnet, daB die Vektorkompo- io 
nente Intronsequenzen enthalt. 

1 1 . Chimares Poxvirus nach einem der Anspruche 1 bis 
9, dadurch gekennzeichnet, daB die Vektorkompo- 
nente eine interne Polyadenylierungssequenz ent- ^ 
halt. 

12. Zusammensetzung enthaltend ein chimares Poxvi- 
rus, das die Sequenzen der Vektorkomponente und 
der Verpackungskomponente eines defekten retro- 20 
viralen Partikeis enthalt, und einen pharmazeutisch 
akzeptablen Trager. 

13. Defektes retrovirales Partikel enthaltend ein intron- 
haltiges Genom. 25 

14. Verwendung eines chimaren Poxvirus nach einem 
der Anspruche 1 bis 11 zur Herstellung eines Arz- 
neimitteis. 

30 

15. Verwendung eines chimaren Poxvirus nach einem 
der Anspruche 1 bis 11 zur Herstellung eines Arz- 
neimittels zum Einsatz in der Gentherapie. 

16. Verwendung eines chimaren Poxvirus nach einem 35 
der Anspruche 1 bis 11 zur Herstellung eines Arz- 
neimittels zum Einsatz in der Tumortherapie. 
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